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【要約】 
 
 
A novel chiral compound CCL441 induces mitotic arrest and apoptosis in 
hepatoblastoma HepG2 cells 
 
（新規キラル化合物CCL441は肝芽腫細胞株HepG2の有⽷分裂停⽌とアポトーシ
スを誘導する） 
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【目的および背景】 
肝芽腫（HB）は、Wnt / β-カテニンシグナル伝達経路の頻繁な活性化を伴う小児期の最
も一般的な肝悪性腫瘍です[1]。 HBに最も関与するWnt /β-カテニン経路の構成要素は、
後期促進複合体/シクロソーム（APC/C）を介した分解に重要なβ-カテニンの領域のCTNNB1
のエクソン 3 に位置する変異です[2]。 APC/C 遺伝子の 5q22 の生殖細胞変異により引き
起こされる家族性腺腫性ポリポーシス（FAP）は、相対リスクが 750〜7500 倍の HB 発生の
素因となります[2]。臨床的予後が悪いため、HB の新しい治療薬と標的が求められていま
す。 
微小管（MT）ターゲティングエージェント（MTA）は、臨床的に成功した抗がん剤のクラス
です。 MT は哺乳動物細胞に見られ、2つの異なる有糸分裂期に関与しています：間期と
分裂[3]。 MT は、MT の末端に二量体を非共有結合的に付加し、中空のチューブを形成す
る核生成伸長メカニズムにより、分極した方法で重合するα-βチューブリンヘテロダイ
マーで構成されています。 MTA は微小管のダイナミクスを妨害し、G2/M 期のがん細胞を
阻止します。これは最終的に癌細胞のアポトーシスを誘発する可能性があります[4-6]。 
MTA は微小管のダイナミクスを妨害するため、これらの薬物はしばしばアポトーシスを開
始する有糸分裂停止を引き起こすことにより作用します[7]。適切な染色体分離を確保す
るために、有糸分裂は紡錘体集合チェックポイント（SAC）で厳しく規制されています[8-
10]。 MTA は微小管の動的バランスを損ない、それにより有糸分裂終了までの時間を制御
する APC / C によるサイクリン B1 の分解を阻害することにより癌細胞が分裂後期に入る
のを防ぐ SAC を活性化する[10]。 
HB 治療薬の開発のために化合物ライブラリーをスクリーニングし、HB 細胞株 HepG2 に特
異的な毒性を示すキラル化合物 CCL441 を発見しました。我々の研究は、CCL441 が微小管
を標的とする薬剤（MTA）であり、新規の治療法を備えた抗 HB 薬である可能性があること
を示唆しています 
 
【方法】 
千葉大学化合物ライブラリ化合物の HepG2 に対する細胞毒性を指標にスクリーニングを
行った。 
スクリーニングは、肝芽腫細胞株 HepG2, 子宮頸癌由来細胞株 HeLa, 非小細胞性肺癌細
胞株 A549, 正常ヒト線維芽細胞 TIG-1-20, サル腎臓細胞 Veroを用いて行った。細胞毒性
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の作用機序を明らかにするために、Flow cytometry, アポトーシスアッセイ、western 
blottingにより解析を行った。更に、作用機序を確認するために化合物と標的分子の結合
を Docking studyにより検証を行った。 
 
【結果】 
1. CCL441 は、HepG2 細胞の有糸分裂停止を引き起こす。 
スクリーニングの結果、新規のキラル化合物 CCL441 が肝芽腫細胞株 HepG2 でのみ細胞毒
性を示したが、その他の細胞株に対する細胞毒性は見られなかった。 
Flow cytometry分析により、CCL441 で処理した HepG2 細胞は G2 / M 期で停止していた。
CCL441 により HepG2 では、p-ヒストン H3、サイクリン B1、およびカスパーゼ-3/7 の活性
上昇が見られ、CCL441 は、HepG2 細胞を M 期の anaphase で細胞周期を停止させアポトー
シスを誘導していることが示唆された。 
 
２．CCL441 は、β-tubulin と高い親和性で結合しうる。 
 肝芽細胞腫の多くではβ-catenin に異常があり、APC/C によるβ-catenin の崩壊に障害
が生じることにより細胞増殖が促進されており、HepG2 においてもβ-catenin の APC/C に
よる崩壊が阻害されている。一方で、有糸分裂において metaphase から anaphase に移行
するためには、spindle assembly checkpoint (SAC)による metaphaseの check後の cyclin 
B1 の APC/C による崩壊が必須である。HepG2 においては APC/C のリソースがβ-catenin
に動員されることによる SAC の機能不全があるものと想定される。これらのことから、
CCL441 が spindle assemblyを阻害している可能性が示唆された。 
 そこで、CCL441 と tubulin の結合を docking studyにより検証した。Autodock を用い
た解析により、キラル化合物である CCL441 はb-tubulin の colchicine 結合ドメインおよ
び taxol結合ドメインの両方に結合しうることが明らかとなった。 
 
【結論】 
本研究では、CCL441 が M 期に細胞周期停止を誘導し、肝芽腫細胞株 HepG2 にアポトーシス
が続くことを示しました。興味深いことに、CCL441 は、子宮頸がん細胞株、HeLa、肺がん
細胞株、A-549、正常なヒト線維芽細胞、TIG-1-20、および正常なサル腎細胞株、Veroに
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対して細胞毒性を示さなかった。肝芽腫細胞株 HepG2 に対する CCL441 の特異的細胞毒性の
正確なメカニズムは不明のままですが、我々の研究では、MTA である CCL441 に対する
HepG2特異的妥協反応が有糸分裂アポトーシスに関与している可能性が示唆されました。 
ドッキング研究により、CCL441 はコルヒチン結合ドメインとタキソール結合ドメインの両
方でα-チューブリンに結合できることが示されました。両方の結合ドメインに対する
CCL441 の高い親和性は、CCL441 のキラリティーによる可能性があります。コルヒチンとタ
キソールは、α-チューブリンの異なる部位に結合し、チューブリンの動態に異なる効果を
もたらします。コルヒチンは微小管の形成を阻害し、タキソールは微小管の分解を阻害し
ます[3]。既知の MTA はα-チューブリンの単一ドメインに結合するため、微小管の動態に
対する CCL44 の効果は他の MTA とは異なるはずです。 
フローサイトメトリー分析により、CCL441 で処理した HepG2 細胞は G2/M 期に蓄積するこ
とが示されました。その上、p-ヒストン H3 の発現の上昇とサイクリン B1 の蓄積と発現の
上昇は、CCL441 が M 期からの脱出を阻害することを示唆した。有糸分裂からの出口には、
サイクリン B1 の APC を介した分解が必要です。 APC は、HepG2 細胞で損なわれる Wnt/β-
カテニン経路にも関与しているため、HepG2 の有糸分裂終了の制御は、MTA 誘発有糸分裂停
止などの有糸分裂ストレスに対して脆弱である可能性があります。したがって、CCL441 の
HepG2 細胞に対する特異的な細胞毒性は、CCL441 による有糸分裂ストレスによるものであ
る可能性があります。 
HepG2 は、変異β-カテニンの活性化を伴う肝芽腫（HB）由来の細胞株です。 APC を含む
プロテアソームによる分解に重要なα-カテニンの領域の CTNNB1 のエクソン 3に位置する
突然変異[3]が存在し、 APC 遺伝子の 5q22 の生殖細胞系突然変異によって引き起こされる
家族性腺腫性ポリポーシス（FAP）が HB 発生の素因になるという事実は、突然変異β-カテ
ニンを含む HB の APC が、 MTA であることを示唆しています。 
MTA は抗 HB 薬として記載されていませんが、CCL441 はコルヒチンドメインとタキソールド
メインの両方に結合できるため、ユニークな MTA になります。我々の研究は、CCL441 が肝
芽腫に対する新しい治療法を備えた微小管標的剤である可能性があることを示唆していま
 5 
す。 
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